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はじめに 

遺伝子を構成する核酸などの分子は情報高分子とも呼ば 
れ，塩基の配列として情報を保存しています.生物の進化 
の過程で，遺伝子は突然変異によりその配列を変化させ， 
各生物種によって異なる配列をもつようになります.つま 
り，それらの配列には個々の生物が辿ってきた進化の歴史 
が刻まれていると考えられます.このような遺伝子やその 
産物である蛋白質の情報から，生物の進化を明らかにしよ 
うとする試みが，分子系統学と呼ばれる研究分野です. 

そうした生物の進化の解明に加え，生体内の機能分子で 
ある遺伝子や蛋白質そのものの進化，すなわち「分子進化」 
を明らかにしようとする試みも盛んに行われています.私 
は，節足動物の酸素運搬蛋白質であるへモシアニンのアミ 
ノ酸配列の解析から，トタテグモ類の系統進化とへモシア 
ニンの分子進化の解明を試みてきました. 

へモシアニン 

へモ シアニン は節足動物に広く存在する酸素運搬蛋白質 
です.へモ シアニンは 銅を含んでいるため， クモ 類な どへ 
モ シアニンを もつ動物の血液は酸化されると青く見えます. 
節足動物のへモ シアニンは 分子量 75 k ほどのサブユニッ 
卜 蛋白質から構成されており，へモ シアニンが 効率よく酸 
素を運搬するためには，へモ シアニン サブユニットが6つ 
結合した6量体を形成する必要があると考えられています. 
多くの節足動物では，さらにそれら6量体が会合した多重 
6量体の状態で血液中に存在しています（図 1). 

節足動物の血液中に含まれるへモ シアニン を電気泳動法 
や液体クロマトグラフィー法などによって精製すると，多 
重6量体は乖離しへモ シアニン サブ ュニット へと分離し 
ます （図の. この 時， 通常の単量体のへモ シアニン サブ 
ユニット とは別に，二つのへモ シアニン サブ ユニッ トが結 
合したへモ シアニン ダイマーを確認することができます. 
へモ シアニン ダイマーは，6量体を構成するサブユ ニット 
の一つが隣り合う6量体中のサブ ュニッ トと結合して形成 


へ采シアニシ 



mm 多靈6鑛綠 (24 量然) 


図 1. へモ シア ニン サブ ユニッ トの 立体構造. 

へモシアニン ダイ マーの 構成 モノ マー を グレーで 示した. 
矢印でつなげたサブ ユニッ トが結合し， へモシアニン ダイ 
マーを形成する （Lamy et al . 1983を改変). 
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図 2. 日本産トタテグモ類のへモシアニンサブユニットの 
電気泳動 パターン. 

( A ) Native 電気み動法による泳動パターン.へモシア 
ニン モノ マーを 番号で， へモ シア ニン ダイ マーを dl ある 
いは d 2 で示した. （ BJ へモシア ニン ダイ マー の SDS 電 
気泳動法による泳動パターン.ジグモ，キシノウ卫トタテ 
グモ，ヤエヤマジ ョ ウゴグモ のへ モシア ニン ダイ マーは， 

分子量の異なる2つの構成モノマー （ a と b ) からなる， 
ヘテロダイマーと考えられる.カネコトタテグモのへモシ 
アニンダイマーは，単一のバンドを示すことなどから，ホ 
モダイマーであると考えられる (Kuwada & Sugita 2000を 
改変). 
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されると考えられており， 6量体が会合するために必要な 
分子であると推定されています ( e . g , Marklet al . 1981). 
大雑把に言えば， へモシアニン サブ ユニットは， 6量体の 
形成のみに関わる通常のへ モシアニン サブ ユニット （£(下， 
へモシアニンモノマー） と， へモシアニン ダイ マーを 形成 
し6量体の会合に関わる へモシアニン サブ ユニット （な下， 
へモシアニン ダイ マーの 構成 モノマー） の2種類に分類で 
きるのかもしれません. 

動物の種み化とへモシアニンサブユニットのみモ進化 

図 2 A は日本産トタテグモ類7種（表 1) のへモシアニ 
ンを， Native 電気泳動法（蛋白質の電荷の違いを利用して 
分離する方法）でサブユニットに分離したものです.この 
電気泳動パターンから，トタテグモ類のへモ シア ニンは， 
電荷の異なる複数のへモ シア ニンサブユニットから構成さ 
れており，その数もトタテグモ類各種によって様々なこと 
が解ります.このように，動物によってへモ シア ニンサブ 
ユニットの数（種類）が異なることは，トタテグモ類に限 
らず色々な節足動物で確認されており，それぞれのサブユ 
ニットが異なるアミノ酸配列をもっていることが明らかに 
なっています.それではなぜ，動物ごとにへモ シア ニンサ 
ブユニットの数が異なっているのでしょうか？ 

節足動物のへ モシア ニン サブ ユニット はもともと共通の 
祖先分子に由来し，種分化によって各動物に受け継がれた 
と考えられています （van Holde 友 Miller 1995).その進化 
の過程で， へモシア ニン サブ ユニットは， 遺伝子重複や欠 
損によってその数を変化させてきました（図 3 A ). トタテ 
グモ類では，もっとも少ないもので キノ ボリ ト タテグモの 
2 個（へモシア ニン モノマー 1 個，へモシア ニン ダイ マー 
1個），多いもので ヤエヤマ ジョウゴグモの9個 （モノマー 
7個，ダイ マー 2個）と，サブ ユニットの 数に大きな違い 
が見られます.このことから，トタテグモ類の進化の過程 
で， へモシア ニン サブ ユニッ トの 重複あるいは欠損が何回 
か起こったと推測できます. 


表 1 . 研究に用いたトタテグモ類7種 _ 

カネコトタテグモ科 

カネコ トタテグモ Antrodiaetus roretzi CAR / A . r .) 

王、/' トタテグモ A. yesoensis (AY / A . y .) 

ジグモ科 

ジグモ Atypus karschi CAK / A . k .) 

トタテグモ科 

キシノウエトタテグモ Latouchia typica (LT /し t .) 

キノ ボリトタテグモ Ummidia fragaria (UF / U . f .) 

ジョウゴグモ科 

ヤエヤマ ジョウゴグモ Macrothele yaginumai (MY / M . y .) 
オオクロケブカジョウゴグモ始 gigas (MG / M . g .) 

括弧内はへモシアニンサブユニットの名刖と種名の略号. 




図 3. 動物の進化とへモシアニンサブユニットの分子進化. 

( A ) 種ん B ， C の分岐 K 前に重複によりサブユニット X 
と y が生じ，種 A に至る系統でサブユニット X の欠損が 
生じた場合を仮定している.その結果，種 A と，種 B，C 
とでへモシアニン サブ ユニッ トの数（種類）が異なる. 

( B ) 種の分岐を反映した関係にないサブ ユニット （ Ay , 
Bx , Cx ) を用いて系統樹を構築すると，正しい種の系統関 
係を明らかにすることができない. （ C ) 種の系統を明ら 
かにするためには， オルソロ ガスなサブ ユニット ( Ay , 
By , Cy ) を比較する必要がある. 



へモシアニンサブユニットを指標とした動物の系統解析 

へモ シア ニン サブ ユニッ トのアミ ノ酸配列の解析から， 
それらのサブ ユニッ トをもつ動物の種分化の歴史を解明で 
きると考えられていますが，大きな問題があります.先に 
述べたように， へモ シア ニン サブ ユニッ トは動物の進化の 
過程で，重複や欠損を繰り返してきたと考えられています. 
そのため，各動物から ランダムに サブ ユニッ トを選択して 
その アミ ノ酸配列を比較しても，正確な種のみ岐を反映し 
た系統樹を作成できない可能性があります（図 3 B ). 正確 
な種の分岐を反映した系統樹を得るためには，種分化によっ 
て分岐し各種に受け継がれたサブ ユニット ( Ay , By , Cy ) 
を明らかにし，その配列 データに 基づいて系統樹を作成す 
る必要があります（図 3 C ). 

サブ ユニット Ay , By , Cy のように種分化を反映した 
関係にある分子を， オル ソロガスな関係にある，と言いま 
す. へモ シア ニン サブ ユニッ トのアミ ノ酸配列を指標とし 
た系統解析では， このオル ソロガスなサブ ユニットの 同定 
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は必要不可欠です.そこで私はへモシアニンサブユニット 
に基づく系統解析を行うにあたり，まず，トタテグモ類に 
おけるホルソロガスなサブユニットの同定を試みました. 

オルソロガスなへモシアニンサブユニットとそのみ布 

トタテグモ類のへモシアニンモノマーおよびへモシアニ 
ンダイマーの構成モノマーの N 末端アミノ酸配列を決定 
し比較したところ，オルソロガスな関係にあると推定でき 
るサブユニットのグループが8つ（グループ A 〜 H ) 存在 
することが明らかになりました.各グループのサブユニッ 
卜は配列の類似度が高く，また共有派生形質とみなせる特 
徴的なアミノ酸配列を共有しています.これらのグループ 
のうち，グループ A 〜 F は通常のへモシアニンモノマーか 
らなり，グループ G と H はへモシアニンダイマーの構成 
モノマーからなるグループです.また，グループ A と B 
のサブユニットは互いによく似た特徵を共有することから， 
近縁なサブユニットのグループと推定されました. 

これらサブユニットのトタテグモ類各種への分布が態か 


ら， グルー プ A 〜 F のサブ ユニット， つまり，通常のへ モ 
シアニンモノマーは，ト タテ グモ 類の進化の過程で重複や 
欠損を頻繁に起こしていることが推定されました（図 4 A ). 
さらに， カネコト タテ グモ 科とジグ モ 科の クモ 類に受け継 
がれて いるへモシアニンモノマーと， それな外の クモ 類に 
受け継がれて いるへモシアニンモノマーが， 全く異なると 
いう興味深い知見が得られました.原始的な鍊角類である 

カブト ガニ 類では，へモ シアニン サブ ユニッ トは6種類に 
み 類され，アメリカカブト ガ ニで重複が確認されている も 
のの，それら6種類のサブ ユニッ トはカブト ガニ類 全種に 
保存されていることが明らかになっています (Sugita & 
Murayama 1998; Sugita & Suzuki 1 W 8). これらの知見と比 
ベてみると， ト タテ グモ 類のへ モシアニンモノマーに 生じ 
た変化が大きいことが理解できます. 

一方，グループ G と H の サブ ユニット，へモシアニン 
ダイ マーの構成モノマーは，通常のへモシアニンモノマー 
とは異なり，トタテグモ類各種に広く分布していることが 
明らかになりました（図 4 B ). これらトタテグモ類に広く 
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図んへモシアニンサブユニットの分布， 

( A ) へモシアニンモノマー（グループ A 〜 F ) の分布. （ B ) へモシアニングイマーの構成モノマー（グループ G と H ) の々 
布.比較にオオツチグモ科 Aphonopelma californicum のサブユニット AC (Voit et al . 2000)を加えている (Kuwada & Sugita 2000 
を改変). 
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分布するサブユニットは，トタテグモ類全体の系統解析を 
行うために有効なオルソロガスなサブユニットであると考 
えられます. 

へモシアニンサブユニットの保存性の違い 

ここで少し話題を変え，へモシア ニン サブユニットの分 
子進化について考察したいと思います.へモシア ニン サブ 
ユニットの分布をみて最も目を引くのは，通常のへモシア 
ニン モノマーとへモシア ニン ダイマーの構成モノマーの分 
布状態が全く異なる点です.へモシア ニン モノマーは重複 
や欠損を頻繁に起こしその数を大きく変化させています. 
それに対しへモシア ニン ダイマーの構成モノマーは，トタ 
テグモ類に広く受け継がれていることが解ります.へモシ 
ア ニン ダイマーはサソリ類やサソリモドキ類にも存在し， 
その構成モノマーの配列がトタテグモ類のものとよく似て 
いる（オルソロガスな関係にあると推定される）ことが明 
らかになっています (Sugita et al . 1999; Kuwada & Sugita , 
2001). つまり，へモシア ニン モノマーとダイマーの構成 
モノマーとの間で，保存性に明らかな違いがあるというこ 
とになります.生命を維持するために不可欠な蛋白質に大 
きな変化が生じることは，動物にとって非常に危険なこと 
と考えられます.それではなぜ，へモシア ニン モノマーの 
重複や欠損が許されるのでしょうか？ 逆になぜ，へモシ 
ア ニン ダイマーの構成モノマーはよく保存されているので 
しょうか？この疑問を解決する幾つかの興味深い知見が 
あります. 

Lamy ら （1983) は，アメリカカブトガニのへモシアニ 
ンサブ ユニッ トの研究から，1種類のへモシアニンモノマー 
で6量体が形成できることを示しました.また，個々のサ 
ブユニットの酸素結合能に大きな差がないことが明らかに 
なっています (Reese & Mangum 1994).これらの知見は， 
極端にいえば，へモシアニンモノマーが1種類あれば6量 
体を形成しへモシアニンが酸素を運搬できることを示し 
ています.つまり，トタテグモ類でみられるような特定の 
サブ ユニッ トの重複や欠損は，動物に大きなダメージを与 
えないのかもしれません.一方，へモシアニンダイマーは， 
6量体が会合して多重6量体を形成するために必要な分子 
です.へモシアニンは，サブユニットが6量体あるいは 
12量体 （6 量体 X 2) を形成することで，効率よく酸素を 
運搬できると考えられています.この12量体を形成する 
という機能的な制約が加わったため，へモシアニンダイマー 
の大きな変化は許されず， その構成モノマーがトタテグモ 
類を含むクモ形動物に広く保存されているのかもしれませ 
ん. 

ハ ラフシグモ 類では へモシアニン ダイ マー が確認できな 
いなど，まだまだ解明すべき点は残されていますが， へモ 
シアニンサブュニッ トの機能分化が，その保存性に影響を 


与えている可能性が推定できました.さらに，進化の過程 
でクモ類の呼吸器官は，書肺から気管へとダイナミックな 
変化を起こしています.酸素運搬蛋白質であるへモシァニ 
ンが，その過程でどのような分子進化を経ているのか，そ 
の点も興味深い研究対象といえるでしょう. 

へモシアニンサブユニットの解析に基づくトタテグモ類の 
分類化系 

トタテグモ類の分類や系統に関する詳細な研究が始まっ 
たのはごく最近のことで，トタテグモ類を網羅的に調査し 
その科間の系統関係を解明しようとした試みは ， Raven 
(1985) による研究が初めてでした.形態形質を用いた分 
岐分類学的な解析から，民 aven はトタテグモ類を 
Fomicephalae (カネコトタテグモ科，ジグモ科，トタテグ 
モ科を含む.）と Tuberculotae (ジョウゴグモ科，オオツ 
チグモ科を含む.）に大きく分類しました.一方 ， Goloboff 
(1993) による形態形質を用いた分岐分析では，トタテグ 



図 5. へモシアニンサブュニットの分子系統樹. 

系統樹は最大節約法，近隣結合法，最尤法を用いて作成し， 
それらの 厳密合意樹を示す.枝に示した数値はブーツ スト 
ラップ確率（上から最大節約法，近隣結合法，最尤法で得 
られた値）.なお， CsaHc -1 〜6， HT 6, Lp II ， Aa 6, Pia は 
それぞれ，シボグモの一種 Cupiennius ぶ幻/の’ (Ballweber et al . 
2002)，カブトガニ Tachypleus tridentatus (Linzen et al . 1% 
5)， アメリカカブトガニ Limulus polyphemus (Nakashima et 
al . 1986)， キョクトウサソリの一種 Androctonus australis 
(Buzy et al . 1995) , イセエ ビの一種 Pcmu / in/s interruptus 
(Bak & Beintema 1987)のへモシアニンサブユニット. 
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モ類は Atypoidea (カネコトタテグモ科とジグモ科のみを 
含む.）と Avicularioidea (残りのクモ類をすベて含む.） 
に再分類される結果となりました.いずれの説も，カネコ 
トタテグモ科とジグモ科の単系統性は支持していますが， 
それな外のクモ類の系統関係は大きく異なっています.恃 
にトタテグモ科を含むみ類群 Rastelloidina の系統的な位置 
に大きな違いが見られ，両者の分類体系を評価する上で重 
要な分類群の一つと考えられます.私はへモシアニンサブ 
ユニットの分子系統解ホ斤から，民 aven と Goloboff の間で見 
解が異なるトタテグモ類の高次分類体系について考察を行 
いました. 

ジグモ科ジグモ，ジョウゴグモ科オオクロケブカジョウ 
ゴグモ，そしてトタテグモ科キシノウエトタテグモのへモ 
シアニンサブユニット（グループ G ) のアミノ酸配列を解 
析し，既知のサブユニットの配列データを加えて分子系統 
樹を作製しました（図 5). 得られたみ子系統樹から，グ 
ループ G のサブユニットの単系統性が支持され，さらに 
その中で卜タテグモ科キシノウエトタテグモのサブユニッ 
卜 LTdla , 才オツチ グモお Aphonopelma californicum の 
ACb ， ジョウゴグモ科オオクロケブカジョウゴグモの 
MGdla が単系統群となり，ジグモ科ジグモの AKdla はそ 
の単系統群の姉妹群となることが明らかになりました.才 
ルソロガスなサブユニットであるグループ G のサブユニッ 
卜の関係は，それらのサブユニットをもつクモ類の系統関 
係を反映していると考えられます.すなわち，トタテグモ 
科キシノウエトタテグモは，オオツチグモ科乂 


(A) 


ジグモ科 
トタテグモ科 


n 

rornicephalae 


オオツチグモ科 
ジョウゴグモ科 


Tuberculotae 


(目） 

-ンクモ科 Atypoidea 

— __ トタテグモ科 1 

- ' -オオツチグモ科 Avicularioidea 

-ジョウゴグモ科」 


-ジグモ科 

- _ J - トタテグモが 1 

_ _オオツチグモ科 Avicularioidea 

-ジョウゴグモ科」 
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ツチグモ科，ジョウゴグモ科）の系統関係. 

( A ) Raven (1985)の分類体系に基づく系統関係. （ B ) 
Goloboff (1993) の分類体系に基づく系統関係. （ C ) へモ 
シアニンサブユニットの分子系統樹から推定される系統関 
係. 


californicum , ジョウ ゴグモ科オオクロケブカジョウゴグ 
モと近縁であると推定できます. 

Raven と Goloboff の分類体系を比較する上で，分類群 
民 as お lloidina のクモ 類が一つの鍵と考えられます（図6ん 
B ). へモ シアニンサブ ユニッ トの 分子系統樹は， 
Rastelloidina に属する ト タテ グモ科クモ 類が オオ ツチ グモ 
科やジョウゴグモ科のクモ類と近縁であることを示し，こ 
れは Goloboff が提案した分類群 Avicularioidea を支持する 
結果と言えます（図 6 C ). また， カネコト タテ グモ 科とジ 
グモ科のクモ 類と，それ 必 外の クモ 類に受け継がれている 
へモ シア ニン モノマーが 全く異なる こ とが明らかになって 
います（図 4 A ). このへモシアニンモノマーの 分布状態を 
一つの分類形質と考えると，分子系統解析の結果同様， 
Goloboff が提案したみ類体系を支持する結果となります. 

まとめ 

クモ類は，陸上の節足動物としては昆虫類についで繁栄 
している動物群と言えます.その形態や生態の多様性は目 
を見張るものがあり，その大部分はフツウクモ類によるこ 
とは言うまでもありません.しかし，クモ類の進化の過程 
で最初に多様化したグループがトタテグモ類であることは， 
現在彼等が世界中に広く分布していること，また，地中 
から脱出して様々な環境に進出していることからみても明 
らかでしょう.また，クモ類最大の特徴である糸を使っ 
た様々な造形も，トタテグモ類の祖先が最初に始めたのか 
もしれません.これらトタテグモ類の形態学的，生態学的， 
生理学的な特徴がどのように進化してきたかを知るために 
は，分類群間の正しい系統関係を解明することは非常に重 
要です. 

今回，日本産トタテグモ類のへモ シア ニンサブユニット 
を用いた分子系統解析から，分類体系に関する知見を得る 
ことができました.しかし，未解析の数多くの分類群が残 
されており，さらに多くのクモ類を解析に加えていく必要 
があります.現在，生物の進化を知る上でみ子系統解析が 
有効な手法と考えられ，様々な生物で盛んに研究が行われ 
ています.それらの研究は新しい知見を次々と生み出し， 
系統進化学の発展に大きく貢献してきました.しかし，同 
時に分子系統学の問題点も数多く指摘され，得られた分子 
系統樹を他の研究結果と照らし合わせるなど，慎重な評価 
が必要となっています. 

民 aven と Goloboff による形態形質に基づく研究は，分岐 
分析によるトタテグモ類の分類を試みた点はもちろんです 
が，トタテグモ類の形態の多様性を改めて確認させてくれ 
る大きな成果でした.今後，分子系統解析を含め様々な情 
報から，トタテグモ類の系統進化についてより深く理解が 
進み，それらの多様性が生じた過程が明らかになっていく 
でしょう.トタテグモ類の系統進化の解明は，トタテグモ 
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類のみならず，クモ類全体の多様性を知る上でも重要な手 

がかりになることが期待できます. 
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